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 RESUMO  
Nesta tese, apresenta-se o desenvolvimento de métodos eletroquímicos que 
empregam a análise por injeção em batelada (BIA) com detecção amperométrica para 
determinação da capacidade antioxidante de amostras de chá e extratos vegetais e 
determinação de astaxantina em salmão. O primeiro método foi desenvolvido para 
determinar a capacidade antioxidante de amostras de chá e extratos de plantas com 
base na medida do consumo de radicais DPPH, uma vez que este radical é eletroativo. 
Com este método, mediu-se a concentração eficaz ou o valor CE50 que corresponde 
à concentração necessária de amostra ou padrão capaz de consumir 50% de radicais 
DPPH. Para a determinação exata do CE50, as amostras foram incubadas com radical 
DPPH durante 1 h, pois muitos compostos polifenólicos tipicamente encontrados nas 
plantas e responsáveis pela atividade antioxidante exibem cinética lenta. O sistema 
BIA com detecção amperométrica utilizando um eletrodo de carbono vítreo apresentou 
alta precisão (DPR = 0,7%, n = 12), baixo limite de detecção (1 μmol L-1) e seletividade 
do radical DPPH (livre de interferências de antioxidantes). Estes resultados 
contribuíram para baixos limites de detecção para os antioxidantes ácido gálico e butil-
hidroxitolueno (0,015 e 0,19 μmol L-1, respectivamente). O segundo método 
desenvolvido baseou-se na oxidação eletroquímica do antioxidante astaxantina em 
eletrodo de carbono vítreo para sua determinação amperométrica em amostras de 
salmão. O método consistiu na injeção de 80 μL de extrato da amostra diretamente 
no eletrodo de carbono vítreo imerso em solução composta por acetona, 
diclorometano e água (80:10:10 v/v) contendo 0,1 mol L-1 HClO4. Este método 
apresentou vantagens que incluem alta precisão (DPR de 2,4%), frequência analítica 
de 240 h-1 e baixo limite de detecção (0,3 μmol L-1, que corresponde a 0,1 μg g-1) para 
a análise de amostras de salmão extraídas com acetona. Valores de recuperação 
entre 83 e 97% foram obtidos. Além disso, ambos métodos propostos são promissores 
pois trazem a possibilidade do uso de sistemas portáteis uma vez que a 
instrumentação usada (micropipeta eletrônica e potenciostato) está disponível 
comercialmente. 
 




In this thesis, we present the development of electrochemical methods using batch 
injection analysis (BIA) with amperometric detection to determine the antioxidant 
capacity of tea samples and plant extracts and determination of astaxanthin in salmon. 
The first method was developed to determine the antioxidant capacity of tea samples 
and plant extracts based on the extent of the consumption of DPPH radicals, since this 
radical is electroactive. In this method the effective concentration or EC50 value 
corresponding to the required concentration of sample or standard capable of 
consuming 50% of DPPH radicals was measured. For the exact determination of the 
EC50, the samples were incubated with DPPH radical for 1 h, since many polyphenolic 
compounds typically found in plants and responsible for the antioxidant activity exhibit 
slow kinetics. The BIA system with amperometric detection using a vitreous carbon 
electrode showed high precision (RSD = 0.7%, n = 12), low detection limit (1 μmol L-1) 
and DPPH radical selectivity (free of antioxidant interferences). These results 
contributed to low detection limits for the antioxidants gallic acid and butyl-
hydroxytoluene (0.015 and 0.19 μmol L-1, respectively). The second method developed 
was based on the electrochemical oxidation of the antioxidant astaxanthin on a glassy 
carbon electrode for its amperometric determination in salmon samples. The method 
consisted of the injection of 80 μL of sample extract directly into the vitreous carbon 
electrode immersed in a solution composed of acetone, dichloromethane and water 
(80:10:10 v/v) containing 0.1 mol L-1 HClO4. This method presented advantages that 
include high accuracy (RSD of 2.4%), analytical frequency of 240 h-1 and low detection 
limit (0.3 μmol L-1, corresponding to 0.1 μg g-1) for The analysis of salmon samples 
extracted with acetone. Recovery values between 83 and 97% were obtained. In 
addition, both proposed methods are promising because they bring the possibility of 
using portable systems since the instrumentation used (electronic micropipette and 
potentiostat) is commercially available. 
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1.1 Importância na Análise de Antioxidantes em Alimentos  
 
A oxidação em organismos vivos compreende um processo metabólico 
que leva à produção de energia necessária para as atividades essenciais das células, 
produzindo radicais (ROESLER et al., 2007). Todos os sistemas biológicos, exceto os 
microrganismos anaeróbicos, produzem espécies reativas de oxigênio (ROS) como 
resultado do seu metabolismo energético (FRIDOVICH, 1999). Essas espécies 
reativas interferem em alguns sistemas bioquímicos das células (ZHENG; STORZ, 
2000). A discrepância entre a produção de agentes oxidantes e a sua degradação dos 
é chamada de estresse oxidativo (SIES, 1991). 
O estresse oxidativo tem sido um dos processos mais estudados por 
vários anos, uma vez que está envolvido no surgimento de muitas doenças como: a 
aterosclerose, a doença de Parkinson, doença de Alzheimer (LITESCU et al., 2011), 
patologias relacionadas ao processo de envelhecimento (LITESCU et al., 2011; REIS 
et al., 2009), artrite, choque hemorrágico, doenças do coração, catarata, disfunções 
cognitivas, câncer e Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (BARREIROS; 
DAVID, 2006). Este estresse quando a produção de moléculas prejudiciais, chamadas 
de radicais livres, está além da capacidade protetora das defesas antioxidantes. 
Os radicais livres são átomos ou moléculas altamente reativos, que 
contêm número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica (HALLIWELL, 
2000). Sua alta reatividade confere-se ao  não emparelhamento de elétrons da última 
camada.  Exemplos de radicais livres são o ânion superóxido, o radical hidroxila, os 
metais de transição como o ferro e o cobre, o ácido nítrico e o ozônio (FERREIRA; 
MATSUBARA, 1997). No organismo, encontram-se envolvidos na produção de 
energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e 
síntese de substâncias biológicas importantes (BARREIROS; DAVID, 2006). 
A produção de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos 
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem endógena endógena (por ex., 
enzima superóxido dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar (SOUSA et 
al., 2007).  
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Os antioxidantes são capazes de estabilizar ou desativar os radicais 
livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células (SOUSA et al., 2007; ATOUI 
et al., 2005; BARREIROS; DAVID, 2006).   
Estudos clínicos e epidemiológicos têm demonstrado que uma dieta rica 
em frutas e vegetais (AMIDI et al., 2012), chás, legumes e grãos (REIS et al., 2009) 
está associada a uma diminuição do risco de doenças cardiovasculares, cânceres, 
redução na incidência de doenças crônicas e outras doenças relacionadas. Estes 
efeitos benéficos à saúde têm sido atribuídos, em parte, à presença de antioxidantes 
na dieta alimentar (AMIDI et al., 2012). Destaca-se a presença de tocoferóis (vitamina 
E), ácido ascórbico (vitamina C), polifenóis, selênio e carotenoides. Dessa forma, 
torna-se evidente a importância da análise de antioxidantes presentes em alimentos.  
  
1.2 Definição e Classificação de Antioxidante 
 
Segundo Halliwell (2000), antioxidante é qualquer substância que, 
quando presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, 
regenera o substrato ou previne significativamente a sua oxidação. Os antioxidantes 
minimizam o número de danos oxidativos ao DNA, proteínas e lipídeos atuando como 
sequestradores de espécies reativas de oxigênio nocivas (DIPLOCK et al., 1998). 
Além disso, por retardarem a oxidação, podem ser utilizados como conservantes, para 
inibir ou reduzir a oxidação lipídica de alimentos, ração animal e outros produtos, como 
cosméticos (RAMALHO; JORGE, 2006). 
Bailey e Hui (2005) classificaram os antioxidantes em primários, 
sinergistas, removedores de oxigênio, biológicos, agentes quelantes e antioxidantes 
mistos. Os primários são compostos fenólicos que promovem a remoção ou inativação 
do radical livre formado, por meio da doação de átomos de hidrogênio a estas 
moléculas, interrompendo a reação em cadeia (SIMIC; JAVANOVIC, 1994).  Frankel 
(1980) apresentou o mecanismo de ação de oxidantes primários, exposto, a seguir: 
ROO˙      +    AH     →     ROOH   +    A˙ 
R˙    +   AH      →    RH   +    A˙ 
onde:   
ROO˙ e R˙ – radicais livres; 
AH – antioxidante com um átomo de hidrogênio;  




Os polifenóis, como butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), 
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), que são compostos sintéticos, e 
tocoferóis, que são naturais, são os principais e mais conhecidos antioxidantes deste 
grupo (NAMIKI, 1990). Os tocoferóis também podem ser classificados como 
antioxidantes biológicos (NAMIKI, 1990; BAILEY, 1996).  
Os antioxidantes classificados como sinergistas são substâncias com 
pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que podem aumentar a atividade dos 
antioxidantes primários quando usados em combinação adequada com eles (BAILEY, 
1996). 
Os classificados como removedores de oxigênio são compostos que 
atuam capturando o oxigênio presente no meio, por intermédio de reações químicas 
estáveis tornando-se, consequentemente, indisponíveis para atuarem como 
propagadores da autoxidação. Podem ser citados como melhores exemplos, o ácido 
ascórbico, seus isômeros e seus derivados (BAILEY, 1996; BELITZ, 1988).  
As substâncias que podem remover oxigênio ou compostos altamente 
reativos de um sistema alimentício, tais como as várias enzimas (glucose oxidase, 
superóxido dismutase e catalases), são classificadas como os antioxidantes 
biológicos (BAILEY, 1996).  
Os antioxidantes classificados como agentes quelantes/sequestrantes 
complexam íons metálicos, principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidação 
lipídica, sendo também responsável pelo aumento da capacidade antioxidante 
(complexação de flavonoides com Fe2+ (PORFÍRIO et al., 2014). Um par de elétrons 
não compartilhado na sua estrutura molecular promove a ação de complexação. Os 
mais comuns são ácido cítrico e seus sais, fosfatos e sais de ácido etilenodiamino 
tetra-acético (EDTA) (LABUZA, 1971; BAILEY, 1996).  
De acordo com Bailey (1996), os antioxidantes mistos incluem 
compostos de plantas e animais que têm sido amplamente estudados como 
antioxidantes em alimentos. Entre eles estão várias proteínas hidrolisadas, 





1.3 Capacidade Antioxidante e Técnicas de Determinação da Capacidade 
Antioxidante em Amostras Variadas 
 
A capacidade antioxidante é medida entre uma solução antioxidante, 
que pode ser composta por uma mistura de compostos antioxidantes, e os radicais 
livres. Essa medida determina a capacidade que os antioxidantes têm em inibir os 
radicais livres. A atividade antioxidante desses compostos é devida as suas 
propriedades redutoras e a sua estrutura química, que desempenham um importante 
papel na neutralização ou sequestro de radicais livres e quelação de metais de 
transição. Esses compostos agem tanto na etapa de iniciação quanto na propagação 
do processo oxidativo (SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007).  
É de grande interesse para o público em geral, médicos, nutricionistas e 
pesquisadores em saúde e ciência conhecerem a capacidade antioxidante e os 
constituintes dos alimentos consumidos. Devido à complexidade da composição dos 
alimentos, separar cada composto antioxidante e estudá-lo individualmente é 
dispendioso e ineficiente. Por isso é mais conveniente determinar a capacidade 
antioxidante total. 
 Além disso, podem ocorrer interações sinérgicas entre os compostos 
antioxidantes em mistura de alimentos, o que dificultaria ainda mais as análises. 
Portanto, é muito atraente para os pesquisadores o fato de existir um método para 
quantificação de antioxidantes com intuito de determinar a capacidade antioxidante 
dos alimentos e posterior uso destes na prevenção de doenças (HUANG; BOXIN; 
PRIOR, 2005). 
Como consequência, os antioxidantes têm recebido atenção considerável, 
existindo diversos estudos relacionados ao potencial antioxidante (LITESCU et al., 
2011). Neste contexto, métodos como o 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonato) (ABTS+), peroxilo superóxido (O2),  poder antioxidante de redução do ferro 
(FRAP), capacidade antioxidante de redução do cério (CRAC), voltametria cíclica, o  
método da oxidação pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico e principalmente o 
método de sequestro do radical  2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) vêm sendo usados 
para a determinação da atividade antioxidante. 
O método de sequestro de radical DPPH é um dos métodos mais 
utilizados para analisar a capacidade antioxidante em várias amostras. Neste método 
o radical DPPH livre reage com o antioxidante presente nas amostras, o qual converte 
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para a forma reduzida. A avaliação quantitativa da atividade antioxidante consiste no 
monitoramento pelo espectrofotômetro (517-518 nm) do decréscimo da absorbância 
da solução de DPPH que inicialmente é violeta e torna-se amarela à medida que a 
amostra sequestra os radicais livres.  (LIU, 2010; MACDONALD-WICKS; WOOD; 
GARG, 2006; ANTOLOVICH et al., 2002; GULCIN, 2012; ALAM; BRISTI; 
RAFIQUZZAMAN, 2013; MAGALHÃES et al., 2008; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). 
Quanto menor for a coloração violeta, maior a atividade antioxidante, ou seja, menor 
a concentração de DPPH residual após certo tempo. 
A reação entre os compostos fenólicos e o radical DPPH pode ocorrer 
pelo seguinte mecanismo de reação, ilustrado na Figura 1.  
 
FIGURA 1 – Propostas possíveis de mecanismos entre compostos fenólicos e radical DPPH  
 
Fonte: Brand-Williams  et al. (1995). 
Na Figura 1, observa-se que as hidroxilas fenólicas por reação radicalar 
doam elétrons atráves do hidrogênio para os radicais DPPH, que são por sua vez 
estabilizados. Com a reação, radicais fenolatos e fenoxil são formados, entretanto, 
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são espécies bastante estabilizadas por efeitos de ressonância. As estruturas 
radicalares podem reagir entre si e até mesmo com os radicais (BRAND-WILLIAMS 
et al., 1995).  
Medidas eletroquímicas podem permitir a obtenção de parâmetros físico-
químicos do processo oxidativo de polifenóis, por exemplo: potencial, número de 
elétrons, taxa de transferência de elétrons, constante redox, etc. Estes parâmetros 
parecem possuir grandes potencialidades não só para a avaliação das capacidades 
antioxidantes de polifenóis, mas também para a compreensão de seus mecanismos 
de reação. Entre estes parâmetros, o potencial redox, ou seja, o poder redutor de um 
antioxidante pode ser um fator-chave que rege a sua atividade antioxidante (HOTTA 
et al., 2002). 
Neste contexto, as técnicas eletroquímicas têm sido, muitas vezes 
consideradas superiores ao ensaio espectrofotométrico, graças a maior sensibilidade, 
insensibilidade à turvação da amostra e portabilidade inerente (BURATTI et al., 2008). 
 
1.3.1 Técnicas Eletroquímicas para Determinação da Capacidade Antioxidante 
 
Ahmed e colaboradores (2012) estudaram o comportamento 
eletroquímico do radical DPPH por voltametria cíclica. Os resultados demonstraram 
que envolve a transferência de um elétron, em um processo eletroquimicamente 
reversível e controlado por difusão.  
Em 2012, Amatatongchai e colaboradores realizou o estudo voltamétrico 
do radical DPPH utilizando eletrodo de trabalho carbono vítreo não modificado e 
eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono, sendo que o 
eletrodo modificado apresentou maior sinal analítico. Esses autores propuseram o uso 
de análise de injeção em fluxo (FIA) com detecção amperométrica para avaliar o 
consumo de DPPH˙ na determinação da capacidade antioxidante de compostos 
presentes em plantas. Neste sistema, a solução de DPPH˙ é transportada em um fluxo 
contínuo para o eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono e 
que se junta à amostra segundos antes de chegar ao detector (AMATATONGCHAI et 
al., 2012).  
Em um outro trabalho, Andrei et al. (2014) propuseram o uso do sistema 
FIA com detecção amperométrica em eletrodo de ouro para avaliar a capacidade 
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antioxidante de diferentes vinhos, também com base no consumo de DPPH˙. Porém, 
nesse caso as amostras foram primeiramente pré-incubadas com solução de DPPH˙ 
e então injetadas em fluxo contínuo de uma solução tampão (ANDREI et al., 2014). 
Ahmed et al. (2012), Alvarez-diduk et al.(2008), Litescu e radu (2000) 
realizaram um estudo em que a utilização de voltametria cíclica e voltametria de pulso 
diferencial foi proposta para avaliar a capacidade antioxidante de amostras e 
diferentes padrões antioxidantes em função da medida do consumo do radical DPPH. 
Buratti e colaboradores (2008) relataram que durante a análise das 
matrizes alimentares complexas com ensaios eletroquímicos, uma desvantagem 
comum é o produto da oxidação de alguns compostos que podem-se depositar ou se 
adsorver sobre o eletrodo de trabalho, reduzindo a magnitude do sinal analítico. No 
entanto, estes processos adsortivos podem ser evitados pela aplicação de um 
potencial de limpeza que permite a renovação da superfície do eletrodo. 
Neste sentido, o desenvolvimento de métodos analíticos que promovem 
menor contaminação do eletrodo e análises que apresentem características como 
simplicidade, rapidez, eficiência, seletividade, baixo custo e baixo consumo de 
reagentes torna-se de extremo interesse, por parte de laboratórios de controle de 
qualidade. Métodos analíticos empregando detectores amperométricos acoplados a 
sistemas de análise por injeção em batelada (BIA) apresentam tais características 
(QUINTINO; ANGNES, 2004; CUNHA et al., 2013). 
 Além disso, em relação ao fenômeno de contaminação da superfície do 
eletrodo de trabalho devido a processos adsortivos do analito ou produto de 
oxidação/redução, o sistema BIA também apresenta vantagens, no que se refere aos 
sistemas estacionários em razão do menor tempo de contato da solução injetada na 
interface eletrodo/solução durante a análise QUINTINO; ANGNES, 2004). 
 
 
1.4 Espécies Químicas Analisadas 
 
1.4.1 Ácido Fenólico Ácido Gálico (AG) e Butil-hidroxitolueno (BHT) 
 
Os polifenóis compreendem o maior grupo dentre os compostos 
bioativos presentes nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a 
estrutura química de cada substância (ARTS; HOLLMAN, 2005). 
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Os compostos fenólicos de plantas se enquadram-se em diversas 
categorias, como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzoico e 
cinâmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, 
lignanas e ligninas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Nos últimos anos, os compostos 
fenólicos têm despertado muita atenção, dentre as diversas classes de substâncias 
antioxidantes de ocorrência natural, por inibirem a peroxidação lipídica (degradação 
oxidativa dos lipídeos) e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002).  
De acordo com Scalbert, Johnson e Saltmarsh (2005), as ações 
fisiológicas exercidas pelos polifenóis já foram relacionadas à prevenção de doenças 
cardiovasculares, neurodegenerativas, câncer, entre outras, principalmente em 
função da elevada capacidade antioxidante.  
O ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) é um polifenol encontrado 
em chás, uvas, vinho tinto, castanha entre outros produtos naturais (TRIKHA et al., 
2003). Possui comprovada atividade anti-inflamatória, além de atividade 
antimutagênica, anticancerígena e antioxidante (SOONG et al., 2006).  
A Figura, a seguir, representa a estrutura química desse composto 
fenólico. 
 




Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados na indústria de 
alimentos destaca-se o butil-hidroxitolueno (BHT), cuja estrutura química é 









A estrutura fenólica deste composto, quando utilizado como aditivo em 
óleos e gorduras, permite a doação de um próton a um radical livre, regenerando, 
assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de oxidação por 
radicais livres. Dessa maneira, os derivados fenólicos se transformam em radicais 
livres. Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem promover ou propagar 
reações de oxidação (BUCK, 1981). No Brasil, o uso deste antioxidante é controlado 
pelo Ministério da Saúde que limita a 100 mg/g de BHT como concentração máxima 
permitida (ANVISA1, 2003) em alimentos como aditivos. Este uso é controlado, pelo 
fato de haver estudos toxicológicos que têm demonstrado a possibilidade deste 
antioxidante e de outros antioxidantes sintéticos apresentarem efeito carcinogênico 
(BOTTERWECK et al., 2000), tornando-se atrativa a busca por compostos 
antioxidantes de origem natural, tais como os encontrados em extratos de plantas. 
 
1.4.2 Carotenoide Xantofila Astaxantina 
  
Os carotenoides contidos em alguns alimentos possuem propriedades 
antioxidantes que podem prevenir danos à saúde (PRIOR; CAO, 2000) incluindo o 
câncer, causados por estresse oxidativo radicalar (MOSKOVITZ; YIM; CHOCK, 2002). 
Eles protegem os lipídios dos danos peroxidativos inativando o oxigênio singleto, sem 
sofrer degradação, por meio da reação com os radicais peroxila, hidroxila e 
                                            
1 Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 
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superóxido. A atividade antioxidante dos carotenoides é decorrente da habilidade de 
deslocalizar elétrons desemparelhados, por meio da estrutura de ligações duplas 
conjugadas (VALKO et al., 2004). Há relatos na literatura de que a partir de fontes 
naturais foram isolados aproximadamente 750 carotenoides (BRITTON; LIAAEN-
JENSEN; PFANDER, 2004). 
No entanto, nem sempre é possível a ingestão diária destes compostos. 
Assim, os produtos classificados como integradores farmacêuticos, contendo um ou 
mais compostos antioxidantes, têm sido comercializados, nos últimos anos, por 
indústrias farmacêuticas (ANTIOCHIA et al., 2014). Dentre os integradores 
farmacêuticos disponíveis comercialmente, encontra-se a astaxantina, escolhida para 
este estudo, devido às extraordinárias propriedades antioxidantes (ANTIOCHIA et al., 
2014; NAGUIB, 2000) e por prevenir ou reduzir o risco de várias doenças em seres 
humanos e animais (KIDD, 2011; GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; YANG; KIM; 
LEE, 2013; HUSSEIN et al., 2006; YUAN et al., 2011; YAMASHITA, 2013; 
DHANKHAR; KADIAN, 2012). 
A astaxantina (Figura 4) é um carotenoide xantofila (3,3'-dihidroxi-β, β-
caroteno-4,4'-diona) que possui atividade antioxidante 10 vezes mais potente que 
outros carotenoides, como a luteína e a cantaxantina (MIKI, 1991; NISHINO, 1998; 
IWAMOTO et al., 2000); 40 vezes mais eficaz do que o β-caroteno, 100 vezes mais 
eficaz que a vitamina E (FOCSAN; PAN; KISPERT, 2014); e 550 vezes maior que do 
α-tocoferol (SHIMIDZU; GOTO; MIKI, 1996). 
 




Recentemente, tem despertado interesse em razão de suas 
propriedades antioxidantes. Estudos clínicos comprovam inúmeros beneficios da 
astaxantina na saúde cardiovascular, fertilidade, diabetes (FOCSAN; PAN; KISPERT, 
2014), efeitos antitumorais (JYONOUCHI et al., 2000), atividade imunomoduladora 
(BENDICH, 1991), dentre outros. Este antioxidante pode ser encontrado em vários 
micro-organismos (-CIAPARA, et al., 2006), nas algas Haematococcus pluvialis, por 
ser a principal fonte de astaxantina (FOCSAN; PAN; KISPERT, 2014; SARADA; 
TRIPATHI; RAVISHANKAR, 2002; SARADA et al., 2012), e em salmão e camarão, 
por estes se alimentarem das algas, acarretando assim um acúmulo do antioxidante 
no tecido muscular (-CIAPARA, et al., 2006; AMBATI et al., 2014). 
 
1.4.2.1 Técnicas analíticas utilizadas para monitoramento de carotenoides  
 
Abdolmajid e Choul-gyun (2006) desenvolveram um método 
espectrofotométrico para a medição simultânea da concentração de clorofila e de 
astaxantina em algas Haematococcus pluvialis foi desenvolvido (ABDOLMAJID; 
CHOUL-GYUN, 2006). Analise dos carotenoides por cromatografia líquida de alta 
eficiência com detecção eletroquímica já foi relatada na literatura (GUARATINI et al., 
2009), bem como análise por cromatografia líquida com espectrometria de massa e 
ionização por eletrospray para a identificação e quantificação de carotenoides 
(FRASSANITO et al., 2008).  
Os métodos eletroquímicos podem ser um importante instrumento para 
monitorizar a astaxantina, uma vez que são simples, sensíveis, utilizam de 
equipamento portátil e proporcionam uma resposta rápida, podendo ser usado em um 
elevado número de amostras.  A eletroquímica do carotenoide astaxantina foi 
investigada em eletrodo de platina, e o mecanismo proposto envolve uma oxidação 
com transferência de dois elétrons e a formação de um radical neutro (FOCSAN; PAN; 
KISPERT, 2014; HAN et al., 2006). Na literatura, não há relatos sobre métodos 
eletroquímicos aplicados para a determinação de astaxantina com base na sua 
eletroatividade.  
Não obstante, os resultados encontrados na análise de carotenoides em 
amostras biológicas podem apresentar uma problemática com relação à comparação 
dos resultados em diferentes estudos, por fatores como: problemas na determinação 
exata destes compostos, devido ao seu caráter antioxidante, isto é,  capacidade de 
26 
 
formar radical estável; instabilidade térmica, uma vez que podem sofrer alterações nas 
suas estruturas químicas, em decorrência da alteração na temperatura; 
fotossensibilidade, visto que sofrem alterações químicas na presença de luz; 
isomerização, ou seja, alteração em sua isomeria, devido a diversos fatores como 
temperatura e/ou pH (VALDIVIELSO et al., 2014); e baixa solubilidade aquosa da 
astaxantina (KIM et al., 2010). Esses fatores que podem alterar sua estrutura química 
dificultam a comparação entre resultados na análise de carotenoides. 
 
1.5 Análise por Injeção em Batelada (BIA) 
 
Análise por injeção em batelada (BIA) é uma técnica analítica, proposta 
por Wang e Taha (1991). A associação desse sistema à detecção amperométrica é 
uma ferramenta poderosa para a análise de alimentos, amostras ambientais e 
farmacêuticas (QUINTINO; ANGNES, 2004). Neste sistema BIA, pequenas alíquotas 
de uma amostra ou padrão são injetadas diretamente na superfície do eletrodo de 
trabalho, imerso em um grande volume de eletrólito suporte e inerte, com o auxílio de 
uma micropipeta. 
Inicialmente, os volumes de solução inerte, dentro da célula, utilizados 
nesta técnica variavam entre 250 a 700 mL. No entanto, estudos têm demonstrado 
que podem ser realizados experimentos BIA com células de menores volumes, por 
exemplo, 40 mL, em que o volume de eletrólito suporte é suficiente para proporcionar 
a diluição do analito ou padrão, após obtido o sinal analítico, mantendo as mesmas 
características atraentes das células de grandes volumes, tais como precisão, 
simplicidade e alta frequência de análise. Além disso, proporcionam o 
desenvolvimento de sistemas portáteis miniaturizados e evitam o desperdício de 
reagentes (WANG; CHEN, 1994; QUINTINO, 2003). 
Em 2003, Quintino e colaboradores realizaram um trabalho, no qual foi 
utilizada uma célula BIA com capacidade de 40 mL de eletrólito suporte, sendo todas 
as determinações realizadas sem agitação, obtendo bons resultados de repetibilidade 
e baixos valores de desvio padrão. 
A utilização de uma micropipeta eletrônica na etapa de injeção, aumenta 
a precisão da análise, em comparação com o uso de seringas ou micropipetas 






Fonte: Quintino e Angnes (2004) 
 
Como se pode observar, na Figura 6, antes da injeção da solução 
contendo a espécie eletroativa (etapa A), nota-se uma corrente constante, atribuída 
ao eletrólito suporte (corrente capacitiva), mostrando que não há transferência na 
interface eletrodo/solução. Após a solução padrão ou amostra ser inicialmente 
injetada (etapa B), há um rápido aumento da corrente, devido ao processo redox do 
analito de interesse que está sendo transportado, eletronicamente pela micropipeta, 
até a superfície do sensor. Finalizando a injeção (etapa C), pode-se observar que a 
corrente atinge um valor máximo. Logo após (etapa D), nota-se uma queda acentuada 
do sinal analítico, em decorrência da mudança do transporte mecânico (micropipeta) 
para o transporte de massa por difusão. Nesta etapa, o analito começa a ser diluído 
pelo eletrólito suporte (processo de difusão) até que se restabeleçam as condições 
iniciais do equilíbrio existente antes da injeção (etapa E) (QUINTINO;  ANGNES, 
2004). 
Esta técnica possui características atraentes e similares àquelas 
apresentadas pelo sistema Análise por Injeção em Fluxo (FIA), como: alta velocidade 
de análise, simplicidade, boa repetibilidade, sensibilidade e possibilidade de trabalhar 
com baixos volumes de amostras e reagentes (QUINTINO; ANGNES, 2004).  
Comparando com o sistema FIA, a técnica BIA elimina o uso de injetores 
e bombas normalmente utilizadas em sistemas FIA e traz a possibilidade de um 
sistema portátil, uma vez que micropipetas eletrônicas substituem os componentes do 
sistema FIA. O sistema FIA é bastante versátil, permitindo etapas de tratamento de 
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amostra e derivatização de analito em linha, o que não se consegue no sistema BIA. 
Além disso, este sistema é facilmente acoplado a detectores espectrofotométricos e 
eletroquímicos e pode ser automatizado usando bombas solenoides para injeção de 
analito, eletrólito e amostra, controlados por software, o que faz este sistema bastante 
utilizado pela comunidade científica. 
Por outro lado, nos últimos cinco anos houve um grande aumento no uso 
do sistema BIA. Uma série de artigos mostra o uso de BIA com detecção 
amperométrica para análises individuais e simultâneas em amostras farmacêuticas, 
alimentos e antioxidantes em combustíveis (Tabela 1). No entanto, na literatura,  não 
há relatos na literatura do uso do sistema BIA com detecção amperométrica para a 
determinação da capacidade antioxidante a partir do consumo de DPPH˙ em amostras 
de extratos de plantas e chás e ainda para a determinação de astaxantina em salmão 
comercial. Observa-se, na Tabela 1, que as aplicações foram predominantes em 




TABELA 1 -  Trabalhos recentes do uso do sistema BIA com detecção amperométrica                       (Continua) 
ELETRODO ANALITO AMOSTRA REFERÊNCIA 
Eletrodo modificado com azul da Prússia H2O2 Leite SILVA et al., 2012 
Carbono Vítreo BHA,TBHQ Biodiesel TORMIN et al., 2012 
Eletrodo de ouro Etanol Gasolina PEREIRA et al., 2012 
Carbono Vítreo Naproxeno Amostras farmacêuticas STEFANO et al.,2012 
Diamante dopado com Boro Nimesulina, Paracetamol Amostras farmacêuticas PEREIRA et al., 2013 
Diamante dopado com Boro Hidroquinona Cosméticos CUNHA et al., 2013 
Diamante dopado com Boro Codeína, Diclofenaco Amostras farmacêuticas GIMENES et al., 2013 
Impressos de carbono e de ouro Diclofenaco, H2O2 e Metais (Cu, Pb e Hg) Não aplicado TORMIN et al., 2014 
Diamante dopado com Boro Ciprofloxacina Amostras farmacêuticas e leite MONTES et al., 2014ª 
Diamante dopado com Boro Propranolol, Hidroclorotiazida Amostras farmacêuticas GIMENES et al., 2014 
Filme de Mercúrio Metais Bioetanol TORMIN et al., 2014 
Diamante dopado com Boro Dimoxistrobina Águas Naturais DORNELLAS et al., 
2014 
Diamante dopado com Boro Mancozeb Inseticidas SILVA et al., 2014 
Modificado com metais nanoestruturados Isoniazida Amostras farmacêuticas MARTINS et al., 2014 
Diamante dopado com Boro Prometazina, Codeína Amostras farmacêuticas PEREIRA et al., 2014 
Diamante dopado com Boro Dimenidrinato Amostras farmacêuticas MACHADO et al., 2014 
Modificado com Nanotubos de carbono Naproxeno Amostras farmacêuticas MONTES et al., 2014b 
Diamante dopado com boro Sulfametoxazol, Trimetoprima Amostras farmacêuticas PEREIRA et al., 2015 
Diamante dopado com Boro Hidroclorotiazida Captopril Amostras farmacêuticas GIMENES et al., 2015 
Impresso de carbono Carbendazima, Catechol e Hidroquinona Água de torneira CARAMIT et al., 2015 
Ouro Zinco Bioetanol TORMIN et al., 2015a 
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ELETRODO ANALITO AMOSTRA REFERÊNCIA 
Eletrodo modificado Ácido fólico Amostras farmacêuticas FERREIRA et al., 2015 
Carbono vítreo sem e com modificação Catecol, Hidroquinona,TBHQ e Dopamina Não aplicado CARDOSO et al., 2015 
Diamante dopado com boro Picoxistrobina Águas Naturais DORNELAS et al., 2015 
Impresso de ouro Metais (Cu, Pb e Hg) Biodiesel TORMIN et al., 2015b 
Modificados e não modificados com nanotubos de 
carbono Fipronil Medicamento veterinário MONTES et al., 2015 
Impresso de ouro Chumbo Combustível de aviação ALMEIDA et al., 2015 
Impresso de carbono modificado com azul da 
Prússia Glicose Soro artificial DIAS et al., 2016 
Modificado com Nanotubos de carbono de 
paredes múltiplas  com nanopartículas de ZnO 
Dopamina, Hidroquinona 
e TBHQ Não aplicado FREIRE et al., 2016 
Diamante dopado com boro Nafazolina, Zinco Amostras farmacêuticas da COSTA et al., 2016 
Grafite modificado Ácido α-lipóico Urina sintética e Suplementos dietéticos 
dos SANTOS  et al., 
2016 
Modificado com por Irídio de Valência Mista e 
Óxidos de Rutênio Cafeína Comprimidos 
SHAIDAROVA et al., 
2016 
Diamante dopado com boro Amlopidina, Atenolol Amostras farmacêuticas SILVA et al., 2016 
Diamante dopado com boro Sulfametoxazol, Fenazopiridina e Trimetoprim Amostras farmacêuticas PEREIRA et al., 2016 
Impresso modificado com nanotubos de carbono 
de paredes múltiplas Ciprofloxacina Amostras farmacêuticas STEFANO et al., 2016  
Diamante dopado com boro Cocaína Amostras de drogas apreendidas FREITAS et al., 2016 
Impresso de carbono 2,6-di-terc-butilfenol Combustível de aviação Biodiesel ALMEIDA et al., 2016 
Modificados com nanotubos de carbono 4-cloroanilina Solução antiséptica de clorexidina MONTES et al., 2016 





2.1 Objetivos Gerais 
O presente trabalho apresenta os seguintes objetivos gerais: 
  
 Desenvolver métodos eletroanalíticos simples e de baixo custo, 
empregando análise por injeção em batelada (BIA) associada à 
detecção amperométrica; 
 
  Determinar a capacidade antioxidante, a partir do consumo de radical 
DPPH em amostras de extratos vegetais e chás e quantificar o 
antioxidante astaxantina em salmão; 
 
  Utilizar eletrodo de carbono vítreo sem modificação 
química/eletroquímica da superfície como eletrodo de trabalho e 
preparo de amostras que envolvem apenas extração e/ou diluição. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
Para o cumprimento dos objetivos gerais, têm-se como objetivos específicos: 
 
 Avaliar o perfil voltamétrico do radical DPPH e do antioxidante 
astaxantina frente ao eletrodo de carbono vítreo para posterior escolha 
do potencial de trabalho; 
 
 Otimizar as condições de detecção para ambos os métodos propostos, 
como a velocidade e volume de injeção e repetibilidade do método; 
 
 Escolher o eletrólito ideal que será utilizado nas medidas 





 valiar a faixa de trabalho para o radical DPPH e para o antioxidante 
astaxantina; 
 
 Aplicar o método proposto para a determinação da capacidade 
antioxidante em amostras nativas como extratos vegetais e chás; 
 
 Comparar os resultados obtidos pelo método proposto com base no 
consumo de DPPH (usando sistema BIA) com método 
espectrofotométrico padrão; 
 
 Aplicar o método proposto para determinação de astaxantina em 
amostra de salmão comercial; 
 



























As medidas eletroquímicas foram realizadas, utilizando um μ-Autolab 
Tipo III (Eco Chemie, Utrecht, Holanda), controlado por software GPE S4.9.007 
(General Purpose Sistema Eletroquímico). As injeções de soluções padrão ou 
amostras foram conduzidas, utilizando uma micropipeta eletrônica (Eppendorf® 
Multipette stream) que permite injeções de 10 a 1000 µL, usando um combitip® 
(ponteira) de 1 mL, com velocidades de injeção programável de 28 a 350 μL s-1, 
aproximadamente.  
Um eletrodo de carbono vítreo comercial (Metrohm®) de 3 mm de 
diâmetro foi utilizado como eletrodo de trabalho. Para a limpeza da superfície desse 
eletrodo, usou-se polimento manual sobre uma almofada de feltro contendo alumina 
(0,3 µm), com posterior lavagem com água desionizada. Antes do uso, nos estudos 
propostos, a superfície de resposta do eletrodo foi avaliada, por meio de 
voltamogramas cíclicos sucessivos em meio  de eletrólito em estudo até obtenção de 
estabilidade.  
Em todos os experimentos, utilizou-se um mini eletrodo de referência - 
Ag/AgCl/KCl(sat.) (PEDROTTI; AGNES;  GUTZ, 1996), construído em laboratório pela 
eletrodeposição de AgCl sobre um fio de Ag, por meio da aplicação de +0,3 V em meio 
a uma solução de HCl 0,10 mol L-1, durante 1 hora; e, como eletrodo auxiliar, foi 
utilizado um fio de platina. 
As investigações iniciais dos processos eletroquímicos do radical DPPH˙ 
e dos antioxidantes (AG, BHT, Astaxantina e outros) foram realizadas por voltametria 
cíclica, em uma célula convencional de vidro (béquer de 10 mL). Realizou-se todos os 
experimentos sem a remoção do O2 dissolvido e à temperatura ambiente. 
Nos estudos para as medições amperométricas com o sistema BIA, 
utilizou-se uma célula eletroquímica, construída no próprio laboratório e anteriormente 
descrita na literatura (SILVA et al., 2012). A célula BIA foi construída, a partir de um 
cilindro de vidro com volume total de aproximadamente 200 mL, diâmetro interno de 
sete centímetros e duas tampas de polietileno, que foram firmemente fixadas na 
extremidade superior e inferior do cilindro. A tampa superior continha três orifícios: 
dois para o posicionamento dos eletrodos (referência e auxiliar) e um orifício central 
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para o posicionamento da ponteira da micropipeta que foi firmemente introduzida no 
orifício, no centro da tampa, de tal maneira que o procedimento de injeção foi 
altamente reprodutível. 
A tampa inferior continha um único furo (localizado com precisão no 
centro da tampa), no qual foi inserido o eletrodo de trabalho de carbono vítreo 
comercial (posicionado de maneira oposta à ponteira da micropipeta). Uma fita de 
teflon foi usada para fixar o eletrodo no orifício de forma a evitar vazamentos de 
eletrólito. A célula eletroquímica foi construída de forma que, durante a injeção, a 
ponteira da micropipeta ficasse posicionada acerca de 2 mm (configuração wall-jet) 
do eletrodo de carbono vítreo, conforme recomendado anteriormente (BRETT et al., 
1994).  
A figura seguinte apresenta um diagrama esquemático da célula BIA, 
utilizada nos métodos propostos. 
 
FIGURA 7 - (A) Imagem do sistema BIA, utilizado no trabalho, com a pipeta eletrônica 









3.2 Soluções, Reagentes e Preparo de Amostras 
 
Todas as soluções foram preparadas com água deionizada 
(resistividade superior a 18 MΩ cm) a 25 ºC obtida de sistema de purificação Direct-Q 
(Millipore). Todos os reagentes utilizados apresentavam pureza analítica. Na Tabela 
2 constam os reagentes usados neste estudo com sua respectiva procedência. 
 
TABELA 2 - Lista de reagentes usados e sua respectiva procedência 
REAGENTE ORIGEM 
Ácido clorogênico Acros Organics 
Folin-Ciocalteu Cromoline 
Acetato de Etila CAAL 





























3.2.1 Soluções e Preparo de Amostras para Avaliação da Capacidade Antioxidante 
 
Para análises eletroquímicas do método BIA proposto para avaliação da 
capacidade antioxidante a partir do consumo de radicais DPPH, uma solução estoque 
de 348 mol L-1 de DPPH˙ foi preparada dissolvendo uma quantidade apropriada do 
reagente em uma mistura contendo 0,2 mol L-1 de tampão acetato e etanol (20:80, 
v/v). Para a preparação da solução de DPPH˙, um banho ultrassônico (Unique 
UltraCleaner 1640A) foi utilizado para dissolução de DPPH˙, durante cerca de 2 h, na 
ausência de luz para minimizar a decomposição do analito, como descrito em 
trabalhos anteriores (AMATATONGCHAI et al., 2012).  
Os padrões AG e BHT foram preparados, em diferentes concentrações  
(0,08 – 1,6 e 1,7 – 6,6 g mL-1, respectivamente) dissolvendo uma quantidade 
apropriada do reagente em uma mistura contendo 0,2 mol L-1 de tampão acetato e 
etanol (40:60, v/v).  
As folhas da Moringa oleífera e Eugenia uniflora foram recolhidas em 
Uberlândia, Minas Gerais, Brasil (18° 55' 3.7"S, 48° 15' 38.3"W e 19° 09' 20"S, 48° 23' 
20"W). Extratos de folhas da M. oleífera e E. uniflora, foram preparados e analisados. 
Primeiramente o material vegetal foi secado a 35 °C, até obter 7% de umidade. O 
procedimento de extração foi realizado por maceração de 15 g de folhas em pó em 
200 mL de etanol (98 e 70%) para Moringa e o mesmo volume de acetona 80% e 
etanol 70% para a Eugenia. 
Após a maceração, o material foi submerso em solvente durante 7 dias. 
Em seguida, o extrato foi filtrado e o solvente foi removido por evaporação no 
rotaevaporador 40 °C. O processo foi repetido três vezes para conseguir completa 
extração. Os extratos secos foram transferidos para frascos âmbar e armazenados a 
4 °C até a análise. Os rendimentos dos extratos de Moringa foram de 31,2% para 
etanol 70% e 11,5% para de etanol 98%. Os rendimentos de extratos de Eugenia 
foram de 37,1% para etanol 70% e 37,3% para acetona 80%. Análises para a 
determinação do teor de fenóis totais nos extratos foram realizadas de acordo com o 
procedimento descrito na literatura (FERNANDES et al., 2015). Uma porção de 2 mL 
de carbonato de sódio 7,5% (m/v), recentemente preparada, foi adicionada em uma 
mistura que continha 0,5 mL de extrato de amostra em metanol a 250 g mL-1 (exceto 
para as amostras de chá em que foram utilizados 130 g mL-1) e 2,5 mL de uma 
solução aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v/v). A mistura foi mantida a      
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50 ºC durante 5 min e em seguida a absorvância foi determinada a 760 nm. O mesmo 
procedimento foi realizado utilizando-se 0,5 mL de metanol para se obter o valor do 
branco.  
O conteúdo fenólico total das amostras foi determinado, por meio do uso 
de uma análise de regressão gráfica de soluções de padrão ácido gálico em metanol 
(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 g mL-1) versus absorbância. Os resultados foram 
expressos em mg de  Ácido Gálico Equivalente (AGE) por grama de extrato. 
Após obtenção dos extratos, as soluções em diferentes concentrações 
foram preparadas com a diluição de uma quantidade de massa apropriada em uma 
mistura contendo 0,2 mol L-1 de tampão acetato e etanol (40:60, v/v).   
As amostras de chás foram obtidas no comércio local e as soluções 
foram preparadas com 1,7 g das amostras comerciais (um sachê) em 100 mL de água 
desionizada a 100 °C, durante ~5 min, em infusão. Um mililitro da solução foi recolhido 
e secado para calcular a concentração da amostra, sendo que a concentração obtida 
foi de 2,3 e 1,6 mg mL-1 para as amostras de chá 1 e chá 2, respectivamente. O 
rendimento foi de 13,5% e 9,4% para o chá 1 e chá 2. Posteriormente, os chás foram 
diluídos em uma mistura de eletrólito contendo 0,2 mol L-1 de tampão acetato e etanol 
(40:60 v/v).   
 
3.2.1.1 Análise Eletroquímica 
 
Nas análises eletroquímicas, uma alíquota de 0,5 mL de uma solução 
contendo 348 mol L-1 de DPPH˙ foi adicionada em um microtubo âmbar (capacidade 
de 2 mL), em seguida, adicionou-se 1,5 mL de cada amostra ou padrão em diferentes 
concentrações. As faixas de concentração para os antioxidantes padrões AG e BHT 










TABELA 3 – Faixa de concentrações para padrões e amostras (valores mínimos e máximos) 
PADRÃO / AMOSTRA FAIXA DE CONCENTRAÇÃO 
(g mL-1) 
Ácido Gálico (AG) 0,08 – 1,6 
BHT 1,7 – 6,6 
Chá 1 0,9 – 5,2 
Chá 2 4,0 – 22,0 
Eugenia uniflora 
(extratos de 70% de etanol e 80% de acetona) 
3,0 – 9,1 
Moringa oleífera (extrato de 98% de etanol) 11,2 – 131,2 
Moringa oleífera (extrato de 70% de etanol) 26,2 – 86,2 
 
 
Após 1 hora de reação entre o radical DPPH e os antioxidantes padrões 
e/ou amostras nativas, à temperatura ambiente (~25ºC) e proteção da luz, as soluções 
contidas nos microtubos foram injetadas no sistema BIA para a determinação 
amperométrica do restante de DPPH˙. A capacidade de consumo baseada nas 
medições amperométricas de DPPH˙, que corresponde a percentagem de radicais 















onde Iamostra é a corrente residual para a reação entre o DPPH˙ e a amostra (ou 
padrão), após 1 hora. Em Ibranco representa a corrente do branco (1,5 mL de eletrólito 
e 0,5 mL de amostra ou solução do padrão), e Icontrole  é a corrente inicial de DPPH˙ 
estabelecido como o controle (1,5 mL de eletrólito e 0,5 mL da solução de DPPH˙). 
O valor de CE50 (concentração eficaz), que denota a concentração da 
amostra (ou padrão) necessária para eliminar 50% de radicais DPPH, foi calculado 
por meio da análise do gráfico de regressão linear da capacidade de consumo em 
relação às concentrações de amostra (ou padrão). O tempo de 1 h de reação, entre 
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as amostras (ou antioxidante padrões) e o DPPH˙, baseou-se na baixa cinética de 
reação de compostos polifenólicos tipicamente encontrados nas amostras analisadas 
nest. trabalho, tal como descrito na literatura (SÁNCHEZ-MORENO et al.,1998). Essa 
cinética da reação entre o DPPH˙ e as diferentes amostras foi monitorada por injeções 
no sistema BIA, durante 1 h, com intervalos de 5 min. 
Neste método proposto uma mistura contendo 0,2 mol L-1 de tampão 
acetato e etanol (40:60 v/v) foi usada como eletrólito suporte em todas as medidas 
eletroquímicas. 
 
3.2.2 Soluções e Preparo de Amostras para Determinação de Astaxantina em Salmão 
 
A solução tampão Britton-Robbinson (BR) foi preparada pela mistura dos 
ácidos bórico, acético e fosfórico, todos com concentração de 0,04 mol L-1 e  usada 
nos estudos de voltametria. Os diferentes valores de pH foram ajustado com hidróxido 
de sódio. 
Uma solução estoque de 1 mmol L-1 de astaxantina foi preparada 
diariamente por dissolução da quantidade apropriada em diclorometano.  
Amostras de salmão fresco e posteriormente congeladas, foram obtidas 
de supermercados locais. O procedimento de extração foi realizado com cerca de 2 g 
de salmão e 50 mL de acetona. Amostras puras e fortificadas foram preparadas, para 
tanto, primeiramente, o salmão foi macerado com 3 mL de acetona, em seguida, o 
extrato foi filtrado (funil com papel de filtro) e recolhido em um frasco de    50 mL. O 
procedimento foi repetido três vezes para conseguir melhor extração e o volume 
completado com acetona. Para o preparo das amostras fortificadas (3 e 9 mg g-1 de 
astaxantina) o procedimento de fortificação envolveu a adição de uma alíquota de uma 
solução padrão de astaxantina diretamente sobre as amostras de salmão, e, em 
seguida, o procedimento de extração (anteriormente descrito ) foi realizado .  
 
3.2.2.1 Análise eletroquímica 
 
 Para medidas eletroquímicas, uma curva em concentrações crescentes 
e depois decrescentes foi preparada. Alíquotas de diferentes concentrações do 
padrão astaxantina foram diluídas em uma mistura de acetona, diclorometano, e água 
(80:10:10 v / v) contendo 0,1 mol L-1 de HClO4.  As amostras puras e fortificadas 
41 
 
também foram preparadas com a adição de 1 mLde amostra pura ou fortificada com 
1 mL de eletrólito de suporte em microtubos âmbar de 2 mL. Neste método proposto, 
uma mistura de acetona, diclorometano e água (80:10:10 v / v) contendo 0,1 mol L-1 
de HClO4 foi usada como eletrólito suporte em todas as medidas eletroquímicas. 
 
3.3 Análise Comparativa por Espectrofotometria para Avaliação do Consumo 
do Radical DPPH 
 
Todas as medidas espectrométricas foram realizadas, por meio de um 
espectrofotômetro HITACHI modelo U-200 com comprimento de onda de 517 nm. 
Para análise, utilizaram-se cubetas de quartzo de capacidade de 2,0 mL para análise. 
 
3.3.1 Análise Espectrofotométrica 
 
O procedimento para as análises espectrofotométricas foi baseado no 
método descrito na literatura (SOUZA et al., 2014). Uma alíquota de 0,5 mL de uma 
solução contendo 348 mol L-1 de DPPH˙ foi adicionada em uma cubeta de quartzo. 
Em seguida,  adicionou-se  1,5 mL de cada amostra em diferentes concentrações, 
cujas faixas foram preparadas nas mesmas concentrações para as determinações 
eletroquímicas do sistema BIA, dissolvidas também em uma mistura de solventes 
contendo 0,2 mol L-1 de tampão acetato e etanol (40:60 v/v). Após 1 h à temperatura 
ambiente e protegido da luz, a absorvância foi determinada a 517 nm. A capacidade 
antioxidante, que corresponde à percentagem de consumo de radicais DPPH, foi 















onde Absamostra é a absorvância residual da reação entre o DPPH˙ e a amostra (ou 
padrão), após 1 h, Absbranco representa a absorvância do branco (1,5 mL da mistura 
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solventes e 0,5 mL de amostra ou solução do padrão) e Abscontrole é a absorvância do 
controle (1,5 mL da msitura de solventes e 0,5 mL da solução de DPPH˙). 
Os valores de CE50 obtidos foram calculados por espectrofotometria 
utilizando-se do mesmo procedimento de análise eletroquímica. A cinética da reação 
entre o DPPH˙ e as diferentes amostras foi monitorada por espectrofotometria durante 
1 h, com intervalos de 5 min. 
 
3.4 Análise Comparativa por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
para Determinação de Astaxantina 
 
Os resultados obtidos na determinação de astaxantina, por meio do 
método proposto foram comparados aos obtidos por CLAE. Nestas análises, foi 
utilizado o equipamento Shimadzu LC-20A equipado com um detector de arranjo de 
diodos (SPD-M20A), coluna cromatográfica com fase estacionária C18 (Phenomenex 
110A° Gemini-C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 μm), duas bombas (LC-6AD-VP) e um injetor 
automático com amostragem de 50 μL. A fase móvel foi composta por metanol, 
acetato de etila e acetonitrila, na proporção 80:10:10 (v/v). O comprimento de onda 




3.5 Parâmetros Analíticos Utilizados nos Métodos Propostos 
 
 
Os procedimentos analíticos são caracterizados por inúmeras 
características de desempenho, sendo que algumas dessas foram utilizadas no 
presente trabalho e encontram-se descritas brevemente, a seguir (ANVISA, 2003; 
INMETRO2, 2003; RIBANI et al., 2004; SKOOG; HOLLER;  NIEMAN, 2001). 
 
 
3.5.1 Limite de Detecção 
 
A menor concentração da espécie analítica que pode ser detectada (não 
necessariamente quantificada), sob as condições experimentais estabelecidas é dada 
                                            
2 Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).  
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pelo Limite de Detecção (LD). Para os métodos que empregam uma curva analítica, 
o limite de detecção pode ser expresso em uma equação, como a seguinte:  �� =  ͵ × �ܾܲܽ             ሺ͵ሻ       
Na qual, 
DPb = desvio padrão absoluto do branco; 
α = coeficiente angular da curva analítica ou sensibilidade da calibração. 
 
3.5.2 Limite de Quantificação 
 
 
A menor concentração da espécie analítica que pode ser determinada 
com um nível aceitável de precisão (concordância entre os vários resultados obtidos 
da mesma forma) e exatidão (é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em 
estudo em relação ao valor verdadeiro) é dada pelo limite de quantificação (LQ), que 
pode ser calculado como: 




O grau de concordância entre os resultados de medições sucessivas de 
um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições de medição, chamadas de 
condições de repetibilidade (mesmo procedimento de medição, observador, 
instrumento usado sob mesmas condições, local e repetições em curto espaço de 
tempo) é dado pela repetibilidade. Esta é verificada contemplando uma faixa de 
concentração dentro do intervalo linear do método e pode ser expressa como o desvio 
padrão ou desvio padrão relativo de uma série de medidas. O desvio padrão relativo 




 �ܴܲ ሺ%ሻ =  ����̅ × ͳͲͲ           (5) 
 
onde: 
DPx = Desvio padrão absoluto da concentração encontrada; 
x̅ = concentração média encontrada. 
 
3.5.4 Adição e Recuperação 
  
 
A proporção da quantidade da substância de interesse, presente ou 
adicionada (“spiked”) na porção analítica do material teste, que é extraída e passível 
de ser quantificada é dada pela recuperação (ou fator de recuperação). E é calculada 
como: 




C1 = concentração do analito na amostra fortificada, 
C2 = concentração do analito na amostra não fortificada, 





















4  RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 Considerações Gerais 
 
Os resultados e discussões abordados, nesta tese, são divididos em 
duas partes. Na primeira, apresentam-se os estudos realizados para a determinação 
da capacidade antioxidantes a partir do consumo de DPPH˙. Na segunda, são 
apresentados os estudos da determinação de astaxantina em amostras de salmão.  
 
 
4.2 Parte 1: Determinação da Capacidade Antioxidante a partir do Consumo de 
DPPH˙ 
 
O método BIA proposto para a determinação da capacidade antioxidante 
total teve como base na detecção amperométrica de DPPH˙ observada após a sua 
reação com as amostras ou padrões antioxidantes. No entanto, o primeiro passo do 
presente trabalho foi o de avaliar o método BIA com detecção amperométrica para a 
determinação precisa e sensível de DPPH˙ em meio hidroetanólico. O comportamento 
eletroquímico de DPPH˙ foi investigado inicialmente por voltametria cíclica usando um 
eletrodo de carbono vítreo em tampão fosfato (pH 7) (AMATATONGCHAI, et al., 















FIGURA 8 – Voltamogramas cíclicos de solução de DPPH em eletrodo de carbono vítreo 
obtidos para uma solução de DPPH 0,1 mmol L-1 em eletrólito de tampão acetato e tampão 






A solução de eletrólito que proporcionou o maior sinal analítico para 
DPPH˙ foi tampão acetato contendo 60% (v/v) de etanol, enquanto a resposta ao 
DPPH˙ em tampão  fosfato não foi tão intensa, corforme Figura 8. Um estudo 
reportado na literatura demonstrou que DPPH˙ sofre degradação na presença de 
tampão fosfato, o que pode ser considerado como a possível razão para a baixa 
resposta analítica do DPPH˙ neste meio (AL-DABBAS et al., 2007).  
 
 
4.2.1 Seleção do Potencial de Detecção por Amperometria  
 
Um voltamograma hidrodinâmico para explorar a faixa de potencial da 
redução eletroquímica do radical DPPH foi obtido usando o sistema de BIA com 
detecção amperométria, fixando um potencial e realizando injeções da solução de 
DPPH˙ (87 µmol L-1) em triplicata. A Figura 9 mostra o voltamograma hidrodinâmico 
resultante, o que corresponde a um gráfico da média (n = 3) dos valores de corrente, 
obtidos em função do potencial aplicado. 
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FIGURA 9 – Voltamograma hidrodinâmico obtido a partir de injeções para uma solução 
contendo 87 µmol L-1 de DPPH˙ (n=3) no sistema BIA com detecção amperométrica. 
Condições: 0,2 mol L-1 de tampão de acetato (pH 5,5) em etanol (40:60, v/v) como eletrólito; 





Na Figura 9, pode-se observar a redução eletroquímica do DPPH˙ para 
o respectivo radical ânionico (AHMED, et al., 2012) em uma faixa de potencial entre   
-0,40 V a +0,40 V. Com base neste voltamograma hidrodinâmico, o potencial de 
+0,05 V foi selecionado para a detecção amperométrica de DPPH˙ nas medidas 
subsequentes. Este potencial está de acordo com um trabalho anteriormente descrito 
na literatura, o qual utilizou sistema o FIA para avaliar consumo do radical DPPH 
(AMATATONGCHAI et al., 2012). 
Foram realizados voltamogramas cíclicos (Figura 10) a fim de avaliar o 
perfil eletroquímico de antioxidantes, incluindo AG e BHT, os quais podem ser 







FIGURA 10 – Voltamogramas cíclicos dos antioxidantes e do radical DPPH em eletrodo de 
carbono vítreo. Condições: 0,2 mol L-1 de tampão de acetato (pH 5,5) em etanol (40:60 , v/v) 






Como se pode observar no potencial selecionado quase todos os 
antioxidantes não apresentam sinal analítico. Posteriormente, medições 
amperométricas do radical DPPH e de todos os antioxidantes foram realizadas em 
triplicata, nas condições otimizadas para a detecção de DPPH˙, com objetivo de 
confirmar a ausência de sinal analítico dos antioxidantes. É importante mencionar que 
a corrente do branco (para a equação 1) foi insignificante para os dois antioxidantes 
padrões (AG e BHT), o que leva a concusão de que ambos são submetidos à oxidação 
eletroquímica em potenciais mais positivos do que +0,05 V, assim, eles não 
interferiram na detecção de DPPH˙. Por outro lado, uma vez observando que ocorre 
uma reação entre os antioxidantes e o radical DPPH, pode-se concluir que após o 
tempo de reação, espera-se que todo o antioxidante presente tenha sido consumido 
pelo radical, proporcionando, assim, essa ausência de sinal analítico do antioxidante, 
restando apenas o radical DPPH excedente em solução que será reduzido 
eletroquimicamente em +0.05 V.  
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Portanto, para a seleção do potencial de trabalho (+0,05 V), além de este 
ter sido  analizado com base no melhor sinal amperométrico para DPPH˙, considerou-
se ainda a ausência de respostas eletroquímicas dos vários antioxidantes. 
Da mesma maneira, as medições amperométricas no sistema BIA 
otimizado para detecção de DPPH˙, bem como voltametria cíclica, foram aplicadas 
para as amostras de chá e extratos de plantas. Todas as amostras produziram picos 
de oxidação em potenciais mais positivos do que +0,05 V, portanto, elas não 
interferiram na resposta amperométrica do DPPH˙. 
 
 
4.2.2 Velocidade e Volume de injeção 
 
Após selecionar o eletrólito e o potencial aplicado para se obter a mais 
alta corrente analítica de DPPH˙, parâmetros do sistema BIA, como o volume injetado 
e a velocidade de injeção da micropipeta eletrônica, foram avaliados (Figuras 11 e 
12). 
 
FIGURA 11 - Estudo do efeito da variação do volume de injeção (20-120 µL) para uma solução 
contendo 87 µmol L-1 de DPPH˙ (n=3). Condições: 0,2 mol L-1 de tampão de acetato (pH 5,5) 







A corrente de pico aumentou com o aumento do volume de injeção de 
20 para 40 µL, e manteve-se quase constante entre 40 e 120 µL (Figura 11). Um maior 
desvio padrão relativo foi verificado para injeções de 20 µL, comparado com os 
desvios dos demais volumes analisados. Provavelmente devido ao baixo volume 
injetado em uma velocidade de injeção relativamente alta (tempo de injeção de ~0,13 s 
em um intervalo de amostragem de sinal de 0,10 s). Portanto, foi selecionado o volume 
de 80 µL para ser empregado em análises posteriores levando em consideração o  
número de pontos adquiridos, no valor máximo de corrente, no momento da aquisição 
do sinal analítico. Resultado semelhante foi observado em outros trabalhos da 
literatura que empregaram  o sistema BIA com detecção amperométrica (TORMIN et 
al., 2012; STEFANO et al., 2012). 
 
FIGURA 12 – Estudo do efeito da velocidade de injeção (28-345 µL s-1) para uma solução 
contendo 87 µmol L-1 de DPPH˙ (n=3). Condições: 0,2 mol L-1 de tampão acetato (pH 5,5) em 





A velocidade de dispensa foi avaliada mantendo-se constante o volume 
de injeção de 80 µL utilizando-se uma solução de 87 µmol L-1 de DPPH˙. Há duas 
faixas lineares bem definidas que podem ser observadas neste estudo de velocidade 
de injeção em função da corrente de redução. Verifica-se que as correntes de redução 
para DPPH˙ aumentaram linearmente até 153 µL s-1 (Figura 12). Portanto, o valor da 
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velocidade de injeção selecionado foi de 153 µL s-1 para posteriores medições 
amperométricas, visto que valores maiores poderiam afetar a reprodutibilidade das 
análises devido ao baixo número de pontos de aquisição de sinal de corrente em 
velocidades maiores de injeção. Resultado semelhante foi observado em outros 
trabalhos da literatura que empregaram o sistema BIA com detecção amperométrica 




Após a definição das melhores condições de trabalho, um estudo de 
repetibilidade foi conduzido para avaliar a precisão do método BIA para determinação 
de DPPH˙. Na Figura 13 são apresentados os resultados obtidos para 12 injeções 
sucessivas de solução contendo 87 µmol L-1 de DPPH˙.  
 
FIGURA 13 – Dados de repetibilidade obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 
87 µmol L-1 de DPPH˙ (n = 12). Condições: 0,2 mol L- 1 de tampão acetato (pH 5,5) em etanol 
(40:60, v/ v) como eletrólito, potencial de trabalho de +0,05 V, volume injetado de 80 µL e 




Como se pode observar, na Figura 13, a injeção da solução padrão de 
radical DPPH resultou em respostas repetitíveis, ou seja, os sinais amperométricos 
obtidos alcaçaram valores de corrente semelhantes não havendo adsorção do analito 
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no eletrodo e isso justifica o baixo valor obtido para DPR de 0,7% (n=12), o que é 
comparável com os dados obtidos por outros métodos BIA (TORMIN et al., 2012; 
STEFANO et al., 2012; SILVA et al., 2012, PEREIRA et al., 2012; MONTES et al., 
2014). Este baixo valor de DPR atesta que as injeções fornecidas pela micropipeta 
eletrônica são altamente precisas, pelo posicionamento reprodutível da ponta da 
micropipeta perto da superfície do eletrodo de trabalho (2 mm). A frequência de 
análise deste método BIA foi estimada usando dados, a partir da Figura 13, em 180 
injeções por hora. No entanto, em uma análise real, as injeções e o tempo de 
reabastecimento entre as injeções que devem ser em triplicata, torna-se necessário 
considerar aproximadamente 60 segundos, sendo assim, a frequência de amostragem 
da amostra seria de aproximadamente 90 injeções por hora. 
 
 
4.2.4 Linearidade e Curva Analítica 
 
Um teste de linearidade do radical DPPH foi realizado para verificar a 
sua faixa linear deste radical, conforme pode ser observado na Figura 14 – A. Este 
teste consiste na injeção em triplicata de 80 µL de soluções do radical DPPH na faixa 
de concentração 1 a 750 µmol L-1, em condições já anteriormente otimizadas. E um 
zoom entre as injeções de 1 a 60 µmol L-1 foi aplicado para melhor visualização das 




FIGURA 14 - (A) Respostas amperométricas obtidas após injeções em triplicata no sistema BIA-AMP 
de soluções de DPPH˙ de concentrações: (a) 1, (b) 5, (c) 10, (d) 20, (e) 40, (f) 60, (g) 100, (h) 250, (i) 
500 e (j) 750 µmol L-1 com zoom  em (a-f: 1 – 60 µmol L-1 ). (B) Curva de calibração de injeções de 
soluções de DPPH (●, R = 0,998). As condições experimentais foram como descrito na Fig . 13 
 
 
Um comportamento linear pode ser observado em toda a faixa de 
concentração avaliada, com bom coeficiente de correlação (R = 0,998), o qual mostra 
uma ampla faixa de trabalho para este radical. 
Na sequência, a Figura 15-A apresenta as respostas amperométricacas 
para injeções, em triplicata, de 80 µL de soluções, contendo concentrações crescentes 
e decrescentes de DPPH˙ (a-f: 10-100 µmol L-1), registradas em +0,05 V. As 
respectivas curvas de calibração são também apresentadas na Figura 14-B. Estes 














FIGURA 15 – (A) Respostas amperométricas obtidas após injeções em triplicata no sistema BIA de 
soluções de DPPH˙ (a-f : 10,0 - 100,0 μmol L-1). (B) Curvas de calibração de injeções em concentrações 
crescentes (▲, R = 0,999) e decrescentes (●, R = 0,997) de DPPH. As condições experimentais foram 




Observou-se um comportamento linear com bons coeficientes de 
correlação (R = 0,999 e R = 0,997 para sentido crescente e decrescente, 
respectivamente) entre 10 e 100 μmol L-1 de DPPH˙. Os valores dos coeficientes 
angulares apresentaram concordância entre si (1,88 x 10-8 e 1,83 x 10-8 µA L µmol-1, 
respectivamente) e os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) de DPPH˙ 
foram estimados em 1,0 e 3,3 μmol L-1, respectivamente. 
 
 
4.2.5 Estudo de Cinética 
 
Antes de iniciar os testes de determinação da capacidade antioxidante 
total por meio do sistema BIA, realizou-se um teste de cinética para verificar o tempo 
necessário para cada amostra consumir 50% de radicais DPPH˙, ou seja, o tempo em 
que o antioxidante deveria estar em contato com o radical DPPH para que este fosse 
consumido pela metade. Este teste foi realizado a partir de sucessivas injeções da 
solução de DPPH com as diferentes amostras no sistema BIA com monitoramento da 
reação a cada 5 minutos e no espectrofotômetro com leitura da absorbância a cada 5 
minutos. A Figura 16 mostra o consumo do radical DPPH, à medida que aumenta o 
tempo de reação, para o método espectrofotométrico (Figura 16-A) e para o método 
BIA-AMP (Figura 16-B). 
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FIGURA 16 – Curvas do estudo  cinético da reação entre o DPPH˙ e diferentes amostras com 
monitoramento da reação durante 60 minutos. (A) Método Espectrofotométrico e (B) Sistema 




Os resultados obtidos para este teste de cinética da reação comprovam 
o consumo do radical DPPH ao longo do tempo de reação. Pode-se observar que para 
diferentes amostras testadas a partir de aproximadamente 30 minutos decorridos de 
reação, o consumo do radical começa a se estabilizar, o que leva à conclusão de que 
os testes para avaliação do CE50 de diferentes amostras poderiam ser realizados com 
tempo de 60 minutos de reação. Este tempo mínimo pode ser observado em ambos 
os métodos. Dessa forma, os demais testes para aplicação do sistema BIA foram 
realizados após decorridos 1 h de reação do radical DPPH e as diferentes amostras. 





4.2.6 Aplicação do Sistema BIA e Comparação entre o Método Proposto BIA e 
Método Espectrofotométrico 
 
Após a otimização das condições ideais para a deteção de DPPH˙ por 
BIA com detecção amperométrica, a determinação da capacidade antioxidante total 
de dois antioxidantes convencionais, AG e BHT, foi realizada. CE50, que é definido 
como a concentração eficaz de antioxidante necessária para eliminar 50% de radicais 
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DPPH˙ após 1 h de reação, foi determinada, utilizando-se medições amperométricas 
para consumo DPPH˙ por diferentes concentrações de ambos os antioxidantes.  
Para isso, os antioxidantes padrões foram analisados separadamente, 
injetando-se no sistema BIA-AMP, soluções contendo apenas DPPH˙ e soluções 
contendo solução de DPPH˙ com AG ou BHT em diferentes concentrações. As 
características de desempenho para cada curva mostradas na Tabela 4, a seguir. 
 
 
Conforme  se pode observar, na Tabela 4, para ambos os padrões 
antioxidantes, o método proposto apresentou resultados satisfatórios, com bons 
coeficientes de correlação. A partir da curva, pode-se calcular o valor de CE50 para o 
AG e para BHT, sendo 5,6 ± 0,1 e 19,0 ± 1,0 μmol L-1, respectivamente. Estes 
resultados indicam a maior capacidade antioxidante do AG em relação ao BHT.  O 
valor de sensibilidade maior para o AG indica que este reagiu de forma mais efetiva 
com o radical DPPH, ou seja, confirma seu maior poder antioxidante.  
Para efeito de comparação, a capacidade antioxidante total destes dois 
antioxidantes padrão também foi determinada por espectrofotometria, obtendo-se os 
seguintes valores de CE50 para o AG e para BHT (5,2 ± 1,0 e 21,0 ± 1,0 μmol L-1, 
respectivamente). Como se pode observar, os valores de CE50 encontrados para 
ambos os métodos foram similares, considerando os desvios. Isso comprova que o 
método proposto poderia ser aplicado em amostras nativas. 
A avaliação da capacidade antioxidante total de duas plantas (Moringa 
oleífera e Eugenia uniflora) e de dois chás foi realizada em triplicata para cada 
amostra. A Figura 17 apresenta o amperograma para a determinação da atividade 
antioxidante de uma amostra de chá, na qual, em (a) se encontram sinais de corrente 
para DPPH˙, seguida de sinais de corrente para DPPH˙ residual (b – h). 
 
 
TABELA 4 – Características de desempenho do método eletroquímico proposto BIA usando 




Equação da Faixa 
Linear R
2 Faixa Linear  (μmol L-1) 
Sensibilidade 
(µA L µmol-1) 
AG y = 0,233x – 0,1999 0,999 2 – 10 0,233 




FIGURA 17 – Respostas amperométricas obtidas após injeções em triplicata no sistema BIA  
de soluções contendo (a) DPPH  87 µmol L-1 e (b – h) mistura de DPPH  87 µmol L-1 com 
amostra de chá (b: 4, c: 7, d: 10, e: 13, f: 16, g: 19 e h: 22 µg mL-1). As condições experimentais 
foram como descrito, na Fig . 13 
 
 
O amperograma da Figura 17 mostra que há um decréscimo na corrente 
de redução do radical DPPH entre as injeções b e h, justificada pela presença de 
antioxidantes na amostra de chá, os quais reagem com o radical, consumindo-o, 
mesmo, proporcionando assim um menor sinal analítico, à medida que se têm 
concentrações crescentes da amostra.  
Foram realizados para as demais amostras de extratos de plantas e de 
chá amperogramas semelhantes ao anterior. Os dados obtidos pelo método BIA-AMP 
foram comparados com os valores obtidos pelo método espectrofotométrico e são 












FIGURA 18 – Os valores de CE50 para amostras (Moringa, Eugenia e chás) obtidas pelo 





Os resultados, na Figura 18, mostram a concordância entre o método  
proposto BIA-AMP e o método espectrofotométrico com base na medida do consumo 
de DPPH˙. O valor do teste t de Student pareado foi calculado (1,79), considerando 
nível de confiança de 95%, sendo esse valor menor do que o valor crítico (2,57, n = 
6), isso indica que não houve diferenças significativas entre os resultados. O menor 
valor de CE50 (concentração suficiente de amostra para eliminar 50% de radicais 
DPPH˙) indica maior capacidade antioxidante, ou seja, quanto menor for a quantidade 
de amostra necessária para consumir 50 % de radicais, maior será sua capacidade 
antioxidante. Portanto, em comparação entre os chás, a amostra chá 1 apresentou 
maior capacidade antioxidante do que a amostra de chá 2, enquanto que entre os 
extratos, os  de Moringa oleífera apresentaram menor capacidade antioxidante do que 
os de Eugenia uniflora. 
A Tabela 5, na sequência,  apresenta uma lista de trabalhos publicados 
na literatura voltados à determinação da atividade antioxidante em amostras similares 
usando métodos eletroquímicos de análise. Algumas características destes trabalhos 





TABELA 5 – Comparação do método BIA com detecção amperométrica com métodos alternativos para a determinação da 
capacidade antioxidante 
 
ELETRODO TÉCNICA AMOSTRA RESPOSTA REFERÊNCIA 
Carbono vítreo Voltametria cíclica 
Compostos fenólicos 
de cadeia curta 
(Soluções padrão) 
Potencial e corrente de oxidação ARTEAGA et al., 2012 
Carbono vítreo Voltametria Cíclica Chás Potencial e corrente de oxidação 
PILJAC-ŽEGARAC 
et al., 2010 
Impresso de 
carbono modificado 
com compósito a 
base de grafeno 
Amperometria 
Bebidas e extrato de 
planta 
 
Consumo de DPPH e avaliação usando o padrão 
Trolox (5 – 30 µmol L-1) 
LD = 0,59 µmol L-1 de Trolox 
LQ = 1,97 µmol L-1 de Trolox 
TIRAWATTANAKO






em sistema FIA 
Extratos de plantas 
 
Consumo DPPH e avaliação com ácido gálico 
(0,6 – 12 µmol L-1) (LD = 0,04 µmol L-1), 
catequina (LD = 0,02 µmol L-1), quercetina (LD = 
0,03 µmol L-1), ácido cafeico (LD = 0,08 µmol L-1) 
e Trolox (0,3 – 8 µmol L-1)/ (LD = 0,04 µmol L-1) 
Frequência analítica (45 injeções por hora) 
AMATATONGCHAI 
et al., 2012 
Dois eletrodos de 
carbono vítreo Biamperometria 
Chás, vinhos, sucos e 
café  
Consumo de DPPH e avaliação usando o padrão 
Trolox (5 – 25 µmol L-1) 
LD = 0,05 µmol L-1de Trolox 
MILARDOVIC et al., 
2005 




Azeites e óleos 
comestíveis  
Consumo de DPPH e avaliação usando os 
padrões de tocoferol (,  e ) 
VASILESCU et al., 
2015 
Carbono vítreo Amperometria em sistema BIA 
Chás e extratos de 
plantas  
 
Consumo de DPPH e avaliação usando o padrão 
ácido gálico (2 – 10 µmol L-1) e BHT  
(10– 35 µmol L-1) 
LD = 1 µmol L- de radical DPPH 
Trabalho desta tese 
60 
 
O método BIA com detecção amperométrica é mais rápido que todos os 
métodos listados, pois permite 180 injeções por hora devido às características do 
sistema BIA. O método FIA descrito por Amatatongchai et al., 2012 possui frequência 
analítica de 60 injeções por hora. O tempo de reação do radical DPPH com as 
amostras pode ser variado (no trabalho desenvolvido pelo autor, o tempo foi bem 
menor que 1 h), no entanto, caso seja necessário determinar a CE50 deve-se esperar 
por tal período de tempo para que a reação seja completada, tal como demonstrado 
no experimento de cinética. O uso de nanotubos de carbono aumentou a 
detectabilidade frente ao DPPH, como indicado na faixa de avaliação do antioxidante 
ácido gálico (AMATATONGCHAI et al., 2012), mas a faixa linear foi bastante próxima 




































4.2.7 Conclusões Parciais – Determinação Indireta da Capacidade Antioxidante a 
partir do Consumo de DPPH˙ 
 
Nesta pesquisa, foi demonstrada a primeira aplicação do sistema  BIA 
com detecção amperométrica para determinar a capacidade antioxidante de amostras 
nativas com base na medição do consumo de DPPH˙. O sistema BIA com detecção 
amperométrica é um método rápido com frequência analítica de 180 h-1 e rendimento 
real de 90 injeções por hora (considerando o tempo adicional de preenchimento das 
micropipetas), ou seja, de frequência analítica elevada comparados a trabalhos onde 
a frequência analítica é de 70 injeções por hora (da COSTA et al., 2016; SILVA et al., 
2016), de elevada precisão (DPR = 0,7%), alta sensibilidade e seletividade para o 
DPPH˙.  
Um método simples pois utiliza-se de um eletrodo de trabalho sem 
qualquer modificação química ou eletroquímica e sem nenhuma necessidade de 
polimento entre as análises, diferente de outros métodos relatados na literatura onde 
houve a necessidade de modificação do eletrodo de trabalho (MARTINS et al., 2014; 
SILVA et al., 2012; FREIRE et al., 2016). As etapas para preparo de amostra 
necessitam apenas de extração e/ou diluição.  
Sendo este  aplicado com êxito para avaliar a capacidade antioxidante 
de amostras de chá e de plantas com obtenção de resultados similares aos obtidos 
















4.3 Parte 2: Determinação de Astaxantina em Amostras de Salmão Comercial 
 
4.3.1 Estudo do Comportamento Eletroquímico da Astaxantina por Voltametria 
Cíclica 
 
O primeiro passo, deste estudo, foi o de avaliar a solubilidade de 
astaxantina em diferentes solventes, tais como etanol, acetona e diclorometano. A 
acetona foi relatada como sendo o solvente extrator mais eficiente para extrair 
astaxantina de salmão e menos tóxico em comparação com outros solventes 
(ABDOLMAJID; CHOUL-GYUN, 2006; OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, a 
solubilidade da astaxantina é maior em diclorometano do que em acetona. Por 
conseguinte, as soluções em diferentes proporções de acetona, diclorometano e água 
contendo 0,1 mol L-1 de HClO4 como concentração final na solução foram avaliadas 
como eletrólito para a detecção de astaxantina usando voltametria cíclica. A escolha 
de 0,1 mol L-1 HClO4 foi baseada em trabalhos anteriores que demonstraram maior 
sensibilidade utilizando este eletrólito para a determinação eletroquímica de 
antioxidantes (HAN et al., 2006). Com base na baixa solubilidade em água de 
astaxantina, a fração de solução aquosa de eletrólito no final foi reduzida para 10% 
v/v. Os voltamogramas cíclicos revelaram melhor resposta analítica para a astaxantina 
usando a proporção de 80:10:10 v/v de acetona, diclorometano e água, mantendo a 
concentração final de HCIO4 em 0,1 mol L-1, o que resultou em uma solução 
homogênea monofásica. Manteve-se a proporção de 80% de acetona e 10% de 
diclorometano e avaliou-se a solução de hidróxido de sódio e a solução de tampão BR 
na faixa de pH 4,8 a 10,0 na concentração final de 0,1 mol L-1.  A Figura 19 apresenta 
voltamogramas cíclicos de astaxantina em eletrólito contendo tampão BR em 
diferentes pH e em eletrólito otimizado e a Figura 20 mostra apenas voltametria cíclica 








FIGURA 19 –  Voltamogramas cíclicos em eletrodo de carbono vítreo obtidos para solução de 






 Como se pode observar, na Figura 19, o eletrólito que apresentou 
melhor sinal de corrente foi o eletrólito contendo acetona, diclorometano e ácido 
perclórico 0,1 mol L-1, nos demais não foram verificadas respostas eletroquímicas 
apreciáveis, sendo o eletrólito contendo ácido perclórico selecionado como eletrólito 
ótimo para ser utilizado nas análises subsequentes. A Figura 20, a seguir, apresenta 
o voltamograma para astaxantina apenas na mistura contendo acetona, diclorometano 
e ácido perclórico 0,1 mol L-1 (80:10:10, v/v), o qual foi o melhor eletrólito para 









FIGURA 20 – Os voltamogramas cíclicos em eletrodo de carbono vítreo obtidos para o branco 
(a) e para a solução de astaxantina 100 µmol L-1 (b). Eletrólito:  mistura contendo acetona, 





A Figura 20 apresenta o voltagmograma cíclico da oxidação da 
astaxantina, o qual mostrou dois picos de oxidação, sendo o primeiro em 
aproximadamente +0,65 V e o segundo em aproximadamente +0,85 V. Estudos 
anteriores revelaram dois processos eletroquimicamente reversíveis para astaxantina 
em eletrólito não aquoso (HAN et al., 2006). A presença de água no eletrólito pode 
afetar o processo eletroquímico da astaxantina de tal maneira que as espécies de 
radicais dos carotenoides formados na primeira transferência de elétrons não são 
estáveis. Portanto, a oxidação eletroquímica da astaxantina na presença de água 
neste caso, apresentou-se como sendo um processo irreversível. 
 
 
4.3.2 Seleção do Potencial de Detecção por Amperometria 
 
Um voltamograma hidrodinâmico foi obtido a partir de injeções (n= 3) de 
50 μmol L−1 astaxantina e a média da corrente de pico registradas no modo 
amperométrico foi usada para a construção de um gráfico de corrente de oxidação da 
65 
 
astaxantina em função da aplicação de valores de potenciais constantes (0,0 - 1,3 V), 
conforme Figura 21. 
 
FIGURA 21 – Voltamograma hidrodinâmico obtido a partir de injeções em triplicata de 50 μmol 
L−1 de astaxantina no sistema de BIA com detecção amperométrica. Eletrólito:  mistura 
contendo acetona, diclorometano e ácido perclórico 0,1 mol L-1 (80:10:10, v/v); velocidade de 
varredura: 50 mV s- 1; velocidade de injeção de 153 μL s−1 e volume de injeção de 100 Μl 
 
 
A oxidação eletroquímica de astaxantina em condições hidrodinâmicas 
iniciou-se a partir de +0,6 V atingindo maiores correntes em potencial de +1,3 V. Com 
base neste voltamograma hidrodinâmico o potencial de +0,8 V foi selecionado para 
outras medições amperométricas. Apesar de a escolha deste potencial poder afetar a 
sensibilidade do método, este foi selecionado com intuito de evitar possíveis 
interferentes, tais como: vitaminas, ferro, entre outros, que poderiam estar presentes 
na matriz da amostra.  
 
 
4.3.3 Velocidade e Volume de injeção 
 
Após selecionar o eletrólito e o potencial aplicado para se obter a maior 
corrente analítica para a oxidação de Astaxantina na possível ausência de 
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interefentes, os parâmetros BIA como o volume injetado e a velocidade de injeção da 
micropipeta eletrônica foram avaliados (Figuras 22 e 23, respectivamente). 
 
FIGURA 22 – Estudo do efeito da variação do volume de injeção (20 - 200 µL) para uma 
solução contendo 50 µmol L-1  de Astaxantina (n=3). Eletrólito: mistura contendo acetona, 
diclorometano e ácido perclórico 0,1 mol L-1 (80:10:10, v/v), potencial de trabalho: +0,8 V e  




Um aumento de volume injetado causa um aumento na corrente de 
oxidação da Astaxantina entre injeções de 20 a 40 µL, posteriormente a corrente 
manteve-se praticamente constante entre 40 e 200 µL (Figura 22). Um desvio padrão 
relativo (DPR) elevado foi verificado para injeções BIA de 20 µL, provavelmente, 
devido ao baixo volume injetado em uma velocidade de injeção relativamente alta 
(tempo de injeção de ~0,13 s) e para injeções acima de 100 µL, possivelmente devido 
a adsorção do analito na superfície do eletrodo. O maior valor para a resposta analítica 
e menor valor de DPR para Astaxantina foram obtidos para a injeção de 80 µL (Figura 
22) sendo, portanto, o volume empregado nas análises posteriores. Em trabalho 
anterior visando à detecção do radical DPPH e em outros trabalhos da literatura que 
empregaram BIA com detecção amperométrica pode ser observado resultado 




FIGURA 23 – Estudo do efeito da velocidade de injeção (28-345 µL s-1) para uma solução 
contendo 50 µmol L-1 de Astaxantina (n=3). Eletrólito: mistura contendo acetona, 
diclorometano e ácido perclórico 0,1 mol L-1 (80:10:10, v/v), potencial de trabalho: +0,8 V e 




A velocidade de dispensa foi avaliada mantendo-se constante o volume 
ótimo de injeção de 80 µL, utilizando-se uma solução de 50 µmol L-1 de Astaxantina. 
Os resultados mostram que o sinal analítico aumenta com o aumento da velocidade 
de injeção. No entanto, o valor da velocidade de injeção selecionado foi o de 193 µL s-
1 para posteriores medições amperométricas, a fim de se obter uma relação favorável 
entre a resposta analítica e o valor DPR e garantir maior precisão das análises. 
Resultado semelhante foi observado no trabalho anterior visando à detecção do 
radical DPPH e em outros trabalhos da literatura que empregaram BIA com detecção 
amperométrica (FREIRE et al., 2016; MONTES et al., 2014b; MONTES et al., 2016). 
 
4.3.4 Repetibilidade  
 
Um estudo sobre repetibilidade foi conduzido para avaliar a precisão do 
método BIA para determinação de astaxantina (Figura 24). Este teste foi obtido a partir 




FIGURA 24 – Dados de repetibilidade obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 
50 µmol L-1 de Astaxantina (n = 12) Eletrólito: mistura contendo acetona, diclorometano e ácido 
perclórico 0,1 mol L-1 (80:10:10, v/v), potencial de trabalho: +0,8 V, volume injetado: 80 µL e 




Os resultados apresentaqdos, na Figura 24, demonstram que não há 
flutuações significativas nas áreas de picos registradas ao logo das medidas e um 
baixo valor de DPR de 2,4% (n=12) pode ser observado. A frequência de análise deste 
método BIA foi estimada (usando dados a partir da Figura 24), em 240 injeções por 
hora. No entanto, considerando, em uma análise real, as injeções e o tempo de 
reabastecimento entre elas, as quais devem ser em triplicata, torna-se necessátio 
considerar (~ 60 s), desse modo, a frequência de amostragem seria de 
aproximadamente 120 injeções por hora. Ainda assim, esta frequência analítica é 
bastante superior a métodos cromatográficos normalmente aplicados a este analito. 
 
 
4.3.5 Linearidade  
 
A Figura 25-A mostra as respostas amperométricas registradas em   +0,8 
V para injeções em triplicata de 80 µL de soluções crescentes e decrescentes de 
astaxantina (a - f: 1-50 µmol L-1) e intermediadas por injeções em triplicata de soluções 
de amostras de salmão puras (g e i) e dopadas com 30 µmol L-1 (h e j) de solução de  
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astaxantina. A Figura 25-B apresenta as respectivas curvas analíticas. Este 
experimento foi realizado em condições anteriormente otimizadas. 
 
FIGURA 25 – (A) Respostas amperométricas obtidas após injeções em triplicata no sistema 
BIA-AMP para soluções de astaxantina (a - f : 1,0-50,0 μmol L-1) e de amostras puras (g e i) e 
dopadas (h e j : 30 μmol L-1) com solução de astacantina. (B) Curvas de calibração de injeções 
crescentes (●, R = 0,992) e decrescentes (▲, R = 0,996) de solução de Astaxantina. As 





Observou-se um comportamento linear com coeficientes de correlação 
adequados (R = 0,992 para concentrações crescentes e R = 0,996 para 
concentrações decrescentes) entre 1 e 50 μmol L-1  de astaxantina. O sistema não 
apresentou comportamento linear para concentrações maiores de astaxatina. Os 
valores dos coeficientes angulares (0,153 ± 0,009 e 0,149 ± 0,006 µA L µmol-1, 
respectivamente) estão em concordância entre si. Os limites de detecção (LD) e de 
quantificação (LQ) de astaxantina foram estimados em 0,3 e 1,0 μmol L-1 (que 
corresponde a 0,1 e 0,33 µg g-1 de amostra), respectivamente. 
As injeções em triplicata na Figura 25-A, identificadas como (g); (h); (i); 
e (j) correspondem à análise da amostra 1 e os respectivos valores de recuperação 
(1A e 1B na Tabela 6). Possíveis interferentes (espécies eletroativas que oxidam a 0,8 
V) podem estar presentes nas amostras de salmão o  que poderá resultar em uma 





4.3.6 Aplicação do Sistema BIA 
 
O desempenho do método proposto foi avaliado, por meio da análise de 
duas amostras de salmão, após a otimização das condições ideais para a 
determinação de astaxantina por BIA com detecção amperométrica. A Tabela 6, a 
seguir, apresenta as concentrações encontradas de astaxantina em amostras de 
salmão e valores de recuperação relacionados para amostras enriquecidas. Conforme 
apresentado, os valores de recuperação ficaram entre 83 e 97%. 
 
TABELA 6 - Valores de recuperação para amostras enriquecidas e concentrações de 













1A 0,95 ± 0,20 9,00 9,69 ± 0,19 97 ± 2 
1B 0,95 ± 0,20 9,00 9,17 ± 0,18 91 ± 2 
2A 1,85 ± 0,06 3,00 4,20 ± 0,15 83 ± 2 





















4.3.7 Conclusões Parciais - Determinação de Astaxantina em Amostras de Salmão 
Comercial 
 
Este trabalho apresenta a primeira investigação sobre a oxidação 
eletroquímica de astaxantina em eletrodo de carbono vítreo não modificado. Com 
base na atividade eletroquímica de astaxantina em eletrodo de carbono vítreo, a 
detecção amperométrica usando um sistema BIA é demonstrada para a determinação 
do analito presente em amostras de salmão comercial. O método proposto é rápido 
(frequência analítica de 240 h-1 e frequência de amostragem de 120 h-1 considerando 
o tempo para preenchimento da micropipeta para novas adições), preciso (DPR de 
2,4%) e apresenta o limite de detecção de 0,3 μmol L-1  que corresponde a 0,1 µg de 
astaxantina g-1 da amostra, devido à detecção amperométrica sensível do analito em 
eletrodo de carbono vítreo. O método proposto foi aplicado com sucesso na análise 
de amostras de salmão com valores de recuperação entre 83 ± 2 e 97 ± 2, os quais 
estão adequados considerando à complexidade das amostras de alimentos. Pode-se 
comparar tais valores com os valores de recuperação entre 86 ± 4 e 103 ± 2 
encontrados por SILVA et al. (2012) em amostras de leite.  
Adicionalmente, foram realizados testes comparativos por cromatografia 
líquida de alta eficiência, porém os resultados não foram satisfatórios, sendo estes 
menores (~ 75%) que os encontrados no método eletroquímico proposto. Conclui-se 
que a discrepância entre os resultados pode ter ocorrido, em razão da instabilidade 
térmica do padrão, durante a separação cromatográfica de cinco minutos, 
fotossensibilidade, uma vez que os estudos não foram simultâneos, entre outros 
fatores, os quais podem afetar a estrutura química o que dificulta a comparação entre 
resultados na análise da astaxantina. Além disso, o método por HPLC usado para 
comparação não é um método validado e portanto, precisaria ser melhor estudado e 











Com esta pesquisa, desmontrou-se a potencialidade da detecção por 
amperometria acoplada à técnica BIA no desenvolvimento de novos métodos de 
análise. Pela primeira vez, foi atestada a possibilidade de uso do sistema BIA com 
detecção amperométrica para a determinação da capacidade antioxidante, a partir do 
consumo de DPPH˙ e para a determinação de astaxantina em amostras de salmão 
comercial. 
No método baseado no consumo do radical DPPH, o sistema BIA 
demostrou ser um método rápido com frequeñcia analítica real de 90 h-1, de elevada 
precisão (DPR = 0,7%), alta sensibilidade e seletividade para o radical. Este método 
foi aplicado com êxito para avaliar a capacidade antioxidante de amostras de chá e 
de extratos de plantas, sendo que os resultados foram similares aos obtidos pelo 
método espectrofotométrico.  
No segundo trabalho, foi possível investigar a oxidação eletroquímica da 
astaxantina em eletrodo de carbono vítreo não modificado. O método proposto 
apresentou características satisfatórias ao primeiro, tais como rapidez (frequência 
analítica real de 120 h-1) e precisão (DPR de 2,4%). E pode-se aplicá-lo com sucesso 
na análise de amostras de salmão com valores de recuperação adequados. 
Os métodos propostos utilizando o sistema BIA com detecção 
amperométrica mostraram ser simples, uma vez que se utilizam de um eletrodo de 
trabalho sem qualquer modificação química ou eletroquímica e sem nenhuma 
necessidade de polimento entre as análises e as etapas para preparo de amostra 
necessitam apenas de extração e/ou diluição.  
São métodos rápidos, pois apresentam frequência analítica elevada se 
comparados a trabalhos nos quais a frequência analítica é de 70 injeções por hora  e 
possuem maior portabilidade, visto que se utilizam de micropipetas eletrônicas e 
potenciostatos movidos a bateria, podendo ser aplicáveis em análises em campo.  
Além disso, apresentam boa sensibilidade, seletividade e estabilidade 
para a determinação desses compostos antioxidantes. Dessa forma, todas essas 
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